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RESUMEN

La puesta a punto de métodos de valoracion rapida y eficaz de los niveles de absorcion
de compuestos toxicos presenta gran interés. Se han utilizado 24 ejemplares de
Potamida littoralis, divididos en dos series y sometidos durante 13 dias a distintas
concentraciones del fluorocromo tioflavina S. La primera serie consto de 12 animales,
sometidos a concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/l y una segunda serie, compuesta por
12 animales, a concentraciones de 1, 7 y 49 mg/l. La cualificacion de los resultados se
registro fotograficamente, cuantificandose, posteriormente, las curvas de absorcion del
fluorocromo, con la ayuda de un espectrofluorimetro. Los resultados muestran un
incremento de la absorcién de la tioflavina S segtin se incrementaba la concentracion, si
bien la dosis de 1000 mg/l parecio resultar téxica, lo que se manifesté por una caida de
la absorcion.

ABSTRACT

The starting of quick and effective valuation methods of uptake levels of toxic
compounds presents a great interest. 24 specimens of Potamida littoralis divided into two
series and submitted during 13 days to different concentrations of the fluorocrome
tioflavina S have been used. The first series consists of 12 animals, submitted to
concentrations of 10, 100 and 1000 mg/l and a second series composed of 12 animals at
concentrations of 1, 7 and 49 mg/l. The qualification of the results was registeres
photographicaly, being the curves of absroption of the fluorochrome quantified after-
wards by means of an spectrofiluorometer. The results show an increase in the uptake of
tioflavina S as the concentration was being increased, even though the dose of 1000 mg/
| seemed to turn out toxic, which became apparent by fall in the uptake.

* Departament de Biologia Animal; Facultat de Ciencies Biologiques; Universitat de Valéncia; C/. Dr. Moliner 50;
46100 Burjassot; L’Horta; Pais Valencia.

427



IBERUS 9 (1-2) 1990

INTRODUCCION

El género Potamida (Swainson, 1840) (Bival-
via, Unionidae) incluye numerosas especies, tanto
fosiles como actuales, de amplia distribucién en
las zonas mediterrdneas y del sur-este asidtico. De
todas las especies del género hemos seleccionado
la Potamida littoralis (Lamarck, 1801) por ser
frecuente en los rios, acequias y “ullals” del Pais
Valencia (GASULL, 1971).

Sc trata de una especie ibérico-gala que habitaen
aguas corrientes y/o estancadas no contaminadas,
sobre sustratos de limos y arenas finas, donde ¢s
facil observar sus surcos de desplazamiento (GA-
SULL, 1971). Como consecuencia de su sensibili-
dad a los contaminantes su presencia cs cada vez
mas escasa. También por ello puede ser utilizada
como un buen indicador de los niveles de contami-
nacién y del efecto t6xico de diversas sustancias.

Esta especie se caracteriza por poseer una con-
cha romboidal-eliptica, redondeada y corta por de-
lante y ancha y redondeada-truncada por detrds;
moderadamente pesaday algo hinchada. Losumbos
son altos, mas 0 menos encorvados hacia adelante,
con escultura constituida por numerosas crestas
onduladas y finas, asimismo, las cstrias de creci-
miento muy marcadas. La charnela es muy sélida
y los dientes cardinales son robustos y no cortan-
tes, mientras que los dientes laminares son largos
y ligeramente curvados. El ndcar es blanco brillan-
te y la conquiolina color castafio oscuro (GASULL,
1971) (Fig. 1).

Cabe seiialar que hay una amplia lista sinonimi-
cadeestaespecie (GERMAIN, 1931; MOORE, 1964;
HAAS, 1969), por lo que consideramos intercsan-
te citar las sinonimias que concierncn al Pais
Valencia: Psilunio littoralis (Cuvier, 1798); Unio
littoralis (Lamarck, 1801); Unio umbonatus
(Rossmaessler, 1844); Unio gandiensis
(Droiiet, 1888) y Unio circinatus (Droiiet, 1893).

El presente trabajo se cirscuncribe dentro de una
linca de investigacién mas amplia sobre la aplica-
cién de fluorocromos in vivo para el estudio del
estado funcional de diversas estructuras (NUNEZ et
al., 1988; NUNEZ et al., 1990; SOLER et al. 1990).
M4s concretamente, se pretende poner a punto una
técnica de localizacién precisay fiable de la absor-
cién de sustancias contaminantes, detectables por
un espectrofluorimetro, por parte de P. littoralis,
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técnica que podria ser facilmente extrapolable a
otras especies y condiciones experimentales.

MATERIAL Y METODOS

Los animales utilizados, 24 ejemplares de Pota-
mida littoralis (Lamarck), procedian de las ace-
quias del entorno de la albufera de Valencia (tér-
mino municipal de Sueca). Una vez en el laborato-
rio, s¢ mantuvicron en cubetas de dos litros de
capacidad, con aireaci6n por difusores. Se¢ dejaron
pasar dos dias antes de comenzar las experiencias,
con el fin de asegurar el aclimatamiento de los ani-
males.

Después de considerar diversos fluorocromos
(Corifosfina O (CO), Rodamina 6GO (R6GO),
Fosfina 3R (F3R), etc.), el elegido definitivamente
fue la Tioflavina S (TS), ya que resulta facilmente
soluble en agua, incluso a grandes concentracio-
nes, y resulta ficilmente localizable por el equipo
de espectrofluorimetria de que disponcmos, un €s-
pectrofluorimetro Perkin-Elmer, modelo HPF-44B
dotado de tableta grafica.

Los animales se dividieron en dos series de 12
individuos. en la primera se pretendia localizar la
concentracién que resultaba ser toxica, utilizan-
dose dosis elevadas (10, 100 y 1000 mg/1), mien-
tras que en la segunda se trataba de observar el
comportamiento de absorcién a dosis bajas (1,7 y
49 mg/1). En todos los casos, se dispusieron tres
animales por cubeta y dosis, procediéndose a la di-
solucion del fluorocromo de forma directa en el
agua de las propias cubetas. Ademas, cada serie
dispuso de un grupo de tres animales control, que
fueron mantenidos durante el mismo periodode 13
dias en el mismo agua, sin nigin aditivo especial.

Transcurridos 13 dias se abrieron los animales,
registrando fotograficamente su aspecto bajo un
fluoroscopio Anderman de doble longitud de onda
(Fig. 2) . Seguidamente, se¢ procedié a la macera-
cién del cuerpo de los animales, con la ayuda de
una trituradora eléctrica, diluyendo la masa asi
obtenida cn agua destilada en una relacién 1.9
(Fig. 3). Finalmente, se obtenian tres ml de cada
una de estas suspensiones para realizar el andlisis
quantitativo de la emisién fluorescente debida ala
presencia del fluorocromo. Para ello, se utilizé el
espectrofluorimetro antes resefiado, a un nivel de
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emision (el correspondiente a la tioflavina S) de
360 nm y un barrido desde 400 a 560 nm.

RESULTADOS

Losregistros fotograficos, obtenidos al observar
los animales enteros bajo el fluoroscopio, ofrecen
una primera aproximacion qualitativa del nivel de
absorcion del fluorocromo (Figs. 2 y 3). En el
primer grupo la fluorescencia correspondiente a la
dosis superior, es decir, la de 1000 mg/1, fue menor
que la observada en las dosis més bajas, indicando
que esta concentracion resulta toxica para la espe-
cie considerada. Por su parte, la segunda serie puso
de manifiesto que, a dosis bajas, la captacién del
fluorocromo fue proporcional ala dosis analizada.

Los estudios espectrofluorimétricos confirma-
ron de forma cuantitativa los resultados que aca-
bamos de comentar (Fig. 4), permitiendo asimis-
mo comprobar la bondad del método por cuanto
los resultados correspondientes a la tercera dosis
del primer grupo (10 mg/l) y a la tercera del
segundo (7 mg/l) son completamente coherentes
entre si.

DISCUSION

Durante los iiltimos afios, hemos venido desa-
rrollando diferentes técnicas de aplicacion de
fluorocromos in vivo para el estudio fisioldgico,
en animales superiores, de diversos 6rganos, asi
como de su estado funcional en diversas condicio-
nes experimentales (NONEZ et al., 1988; NUNEZ et
al., 1990; SOLER et al. 1990).

Con el presente trabajo hemos pretendido poner
a punto una nueva posibilidad de este tipo de
estudios, es decir, desarrollar una técnica de facil
realizacion para la localizacion precisa y fiable de
la absorcién de sustancias potencialmente conta-
minantes. Asi,ademas del posible cardcter fluoro-
cromitico propio de determinadas sustancias,
cabria la posibilidad de conjugar compuestos fluo-
rescentes a potenciales contaminantes, para detec-
tar su presencia con el método aqui propuesto.

Por otra parte, confiamos en poder ampliar, en el
futuro, el test aqui presentado con otros estudios de
caracter morfométrico y densitométrico. Este tipo
de estudios estd poniendo de manifiesto su gran
utilidad en diferentes estudios toxicolégicos
(ROHR et al., 1976; HUGHES et al., 1979; BOLEN-
DER, 1981; WHITE, 1984).

Fig. 1. Aspecto de Potamida littoralis (La-
mark).
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Fig. 2. Fluorescenciaen Pota-
mida littoralis, bajo luz ul-
travioleta.

Fig.3. Placas de Petri conteniendo el macerado de Potamida littoralis.
La fluorescencia observada es debida al fluorocromo Tioflavina S.
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Fig. 4. Curvas espectrofluorimétricas en Potamida littoralis.
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